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1 Tujuan

Agar setiap pemakaian menggunakan cara yang benar, sehingga didapatkan hasil analisa yang
akurat dan kerusakan alat karena salah pengoperasian dapat dihindari.

2 Cakupan

Protap ini sebagai panduan untuk melakukan peﬁgopersian dan integrasi data alat HPLC Agilent
7 di laboratorium pengawasan mutu.

3 Penanggung Jawab
Penanggung jawab protap ini adalah Supervisor Pengujian Bahan Awal dan Bahan Kemas.

4 Prosedur
Pastikan label kalibrasi masih berlaku, bila sudah kadaluwarsa laporkan kepada petugas

4.1

4.2

4.3

4.4

kalibrasi untuk dikalibrasi.

Pembuatan Username

421 Padatampilan desktop komputer masuk keaplikasi OpenLAB Control Panel.
4.2.2 Masuk dengan Login : administrator dan password : Password@123
4.2.3 Klik administration pada pilihan panel sebelah kiri, kemudian buat username untuk

supervisor dan analis
4.2.4 Pilih user, lalu klik Create

4.2.5 Isi Name, Description dan Password sesuai data masing — masing user.
4.2.6 Pilih Group Membership, user masuk dalam klasifikasi supervisor atau analis.

427 Lalu pilih Role Membership sesuai group membership.

428 Klik OK

Menghidupkan HPLC

4.3.1 Hidupkan UPS (Uninteruptible Power Supply).
4.3.2 Hidupkan komputer dan monitor komputer.

4.3.3 Hidupkan alat HPLC dengan cara menekan tombol power pada kiri bawah HPLC.
4.3.4 Padatampilan desktop komputer masuk keaplikasi OpenLAB Control Panel.

4.3.5 User masuk menggunakan username dan password masing — masing.

4.3.6 Kemudian klik project pada pilihan panel sebelah kiri, kemudian buat folder baru

atau pilih folder yang dituju bila sudah ada.

4.3.7 Buat nama file baru, bila belum memiliki Project kemudian simpan dan klik OK.

4.3.8 Pilih Instrument pada pilihan panel sebelah kiri, kemudian klik Browse untuk
memilih Project yang telah dibuat.

4.3.9 Klik Launch untuk membuka sistem Online HPLC.

4.3.10 Klik Launch Offline untuk membuka sistem Offline HPLC.

Mengkondisikan HPLC

441 Buka Instrument status dari panel Control, hidupkan semua modul alat yang

terkoneksi kekomputer dengan mengklik tombol ON.
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442 Semua modul alat yang terhubung akan ditandai dengan lampu warna hijau
bertuliskan /dle dan bila ada masalah koneksi akan ditandai lampu warna merah
bertuliskan Error.
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443 Buka Purge Valve dengan memutarnya kekiri, nyalakan pompa dengan cara klik
kanan pada binary pump lalu pilih Method, klik pada tulisan flow, naikan secara
bertahap (0.00; 0.10; 0.25; 0.50;0.75; 1.00; 1.25; 1.50; 1.75; 2.00 ml/min).

444 Biarkan mengalir selama lebih kurang 5 menit, kemudian turunkan flow sampai
0.2, kemudian tutup kembali Purge Valve (tekanan akan naik).

445 Naikkan flow secara bertahap hingga tercapai flow sesuai dengan metode.

446 Apabila akan menambah atau mengganti fase gerak, turunkan flow secara
bertahap.

447 Ubah tampilan isi botol solven dengan cara klik 2 kali pada botol A atau botol B

448 Biarkan sistem berjalan hingga stabil. Untuk dapat melihat sistem telah stabil
dapat dilihat pada Online signal. Pilih view kemudian klik Online Signal.

Bl 0 .97 A 250w B

449 Kemudian nyalakan pompa tambahan untuk membilas Seal pada piston pompa.
4410 Sebelumnya pastikan dahulu botol pencuci berisi air yang diberi 10 % methanol.
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4.4.11 Kemudian nyalakan pencuci Sea/ Wash yaitu dengan cara klik kanan pada
Instrument Status yang Binary Pump kemudian pilih Control kemudian pilih opsi
yang ada sesuai dengan kebutuhan. Kemudian klik OK.

4412 Bila telah selesai matikan kembali pompa tambahan ini dengan cara yang sama
pada saat membuka tadi.

45 Membuat Metode Baru
451 Klik file kemudian klik New kemudian pilih Method.
4.5.2 Kemudian isikan parameter yang sesuai dengan kebutuhan.
453 Pada panel D : isi kolom Wavelenght

cairin witosed |

454 Pada panel Column Comp : isi kolom temperatur Left dan Right, kemudian pilih
valve yang akan digunakan.
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45,5 Pada panel Binary Pump : isi kolom flow, solvent, pressure limits, isi timetable bila

akan menggunakan metode gradien.
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456 Pada panel Sampler : isi kolom /njection volume, Needle wash, dan stop time.
Tambahan Advanced isi Enable Optimization. Pilih Overlap Injection Cycle isi

kolom Minutes after Injection.

CoherComg | R SnanPrer B Sowar | 5 an Tuen | 5 Bamiew Crech | D1 Toga

bt Gam * Advanced

* Seruters cypeion gt gt

Sampler (G13298) =

N

457 Pilih method, lalu klik Properties, lalu isi audit trail untuk menghidupkan audit trail,
458 Bila telah semua parameter terisi simpan pada folder method kemudian berikan

nama metode.

46 Membuat Sequence

46.1 Klik file kemudian New pilih Sequence kemudian klik OK
46.2 Isikan kolom sequence yaitu Run type, Level, Reps, Vial, Volume, Sample ID,

Method, File Name, sesuai kebutuhan.
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4.7

438

46.3 Tambahkan baris sequence sesuai kebutuhan.
46.4 Simpan sequence pada folder yang telah ada, kemudian beri nama sequence.

10| _Datx oS3

e —— . —_—

Menggunakan Metode yang Telah Ada
4.7.1 Pilih menu file, lalu pilih Open lalu klik method.
4.7.2 Pilih metode yang akan digunakan pada folder yang ada.

4.7.3 Bila ada perubahan metode maka perubahan hanya dilakukan / disapproved oleh
supervisor, kemudian simpan kembali metode yang telah direvisi.

474 Setelah disimpan klik control pilih Download Method. Metode siap untuk
digunakan.

Menginjeksi Sample (Single Run)
4.8.1 Sebelum menginjeksi sampel pastikan tray telah terisi vial khusus yang berisi
larutan standar dan sampel yang akan dianalisa.

4.8.2 Klik tanda single run - atau klik control pada menu bar, kemudian pilih single
run - kemudian isi kolom-kolom yang ada pada tampilan Single run. yaitu
Sample ID, Method file, Data File, Result Path, Result Name, Number of Reps,
Vial, Calibrate (jika diperlukan), sesuai dengan kebutuhan.

483 Kemudian Klik start. Maka sistem HPLC akan berjalan sesuai dengan metode
yang di download sebelumnya.

484 Apabila akan menjalankan kembali single run tetapi proses di sistem belum
selesai, hal ini dapat dilakukan setelah selesai mengisi kolom-kolom yang ada
kemudian klik submit atau submit priority sesuai kebutuhan.
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Run information [~ Ccslibrate —
Submit
Sample ID: (Cadhoninzepinl L[ 1 I
Methad: [CADate Bahan Baku\Carbamazepin\Method\Carbar g I Submit Pririty I
Data file: [Carbamazepm :! = Cancel J
Result path: !C \Data Bahan Baku\Carbamazepin\Result - | I 3 Help I
Resultname: [Carbemazepin<004> » r |
: id| - f
Number of reps: 1 |
Method Report
[~ Save st POF [~ Baseline Check
F [ £
Amountvalues
Sample Amt 1 s™An [ 1
Multipliers: 1 19 1 q 1 Begin run
Dilutars: | 1] T T T ] T | | [mmesieret Q
Autosampler S =i
[~ Use program: ] 3 |
Vial: 1
Injection volume:

Menginjeksi Sample (Sequence run)

4.91

4.9.2

493

494

Sebelum menginjeksi sampel pastikan tray telah terisi vial khusus yang berisi
larutan standar dan sampel yang akan dianalisa.

Klik tanda sequence run atau klik control pada menu bar, kemudian pilih

sequence run kemudian isi kolom-kolom yang ada pada tampilan
Sequence run. yaitu Sequence name, Result Path, Result Name, kemudian pilihan
Run range (All, Selection atau range) sesuai dengan kebutuhan.

Kemudian klik start. Maka sistem HPLC akan berjalan sesuai dengan metode
yang di download sebelumnya.

Apabila akan menjalankan kembali sequence run tetapi proses di sistem belum

selesai, hal ini dapat dilakukan setelah selesai mengisi kolom-kolom yang ada
kemudian klik submit atau submit priority sesuai kebutuhan.
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‘ Sequence information
Submit I B
Sequence name: IC\Duta Bahan Baku\Carbamazepin\Sequence\Carbamazepin: (23 I 4
Result path: [C\Data Bahan Baku\CarbamazepinResull] |  Submi Priority I
Result name: {Ce!bamazeplnSaq . _l Cancel '
Run range Made Help I ‘
@ All Tower: ]N_.-'A ;’
& Processing mode: [Oveﬂapped Sample Fﬂ
(" Range 11-258 Bracketing: [None :]
Report .
Save as PDF (‘
[~ Method [T Sequence P
55 b
Beginrun-——

I!rnnsed;atet._. O l

4.10 Menganalisa Data Standar dan Sampel

4.10.1 Pada tampilan sistem openLAB Offline lakukan pemanggilan metode dengan cara
klik file, lalu pilih open lalu pilih method.

4.10.2 Panggil data yang akan menjadi standar dengan cara klik file lalu pilih open lalu
pilih data.

4.10.3 Definisikan peak dengan cara klik define peak pada menu bagian bawah (atau
buka dengan cara klik kanan pada kromatogram pilih Graphical programming pilih
define peak) klik start dan end peak yang diinginkan, setelah dibuka isi kolom-
kolom yang tersedia sesuai kebutuhan. kemudian klik Peak Group Table beri
nama peak kemudian simpan kedalam metode.

4.10.4 Untuk menganalisa data dapat dilakukan dengan cara klik method, lalu pilih
integration event, kemudian atur width, threshold, shoulder sensitivity dan lain-lain
sesuai kebutuhan kemudian klik analysis pilih Analyze, lalu simpan kedalam
metode.

4.10.5 Untuk mengetahui performa kolom terkait dengan asymetri dapat ditambahkan
dengan cara klik Method lalu pilih Advaced. Isi pada Column Information kemudian
centang pada calculate Performance Parameters dan juga centang pada
Calculation Method pilih USP / EMG / BP / JP.
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3 HPLC 07 (Agilent 1260 Infinity T) (Offine] _ Method: FOC &.met _ Dats: KDR_FDC 4_030720_Std-Repl.dst _ Sequence: FDC 4 03-07-2020.rt (= o e
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(B8 HPLC 07 (Agilent 1260 Infinity I} (Offine)  Method: FOC . met _ Data: KDR_FDC 4_030720_Std-Rep1.dat

= T& e

Cokuron Il osmation
Unvetaned peax time:
Cokuma lengtrn.
Partcle demeater:
Cohumn sseal number

| DetaExport | Graphics Export | Custom

L

\WID: Signel A 254 nm
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P
2

User: Macza Yenni (Marza) Project: Clindamycin

Y

o M O
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4.11

4.10.6 Untuk data standar yang akan digunakan sebagai data kalibrasi (cara membuka

data standar sama seperti di jelaskan sebelumnya). Setelah peak diberi nama,
masukkan konsentrasi standar di kolom level.

4.10.7 Klik Analysis lalu Analysis / Single Level Calibration isi kolom data : -

a. Method (pilih method yang ingin di kalibrasi)

b. Data path (pilih data path tempat data standar)

c. Data file (pilih data file standar yang ingin di kalibrasi)
d. Centang Calibrate

e. Tulis Calibration level 1

f. Centang Clear all calibration

4.10.8 Untuk level selanjutnya ulangi perlakuan no 4.8.2 hanya pada calibration level

410.9

no.2 dan seterusnya Clear all Calibration tidak perlu di centang lagi.
Lihat review calibration untuk melihat linearitas standar.

4.10.10 Simpan metode dengan cara klik file lalu method dan save . )

4.10.1

1 Untuk melihat data sampel sama dengan data standar yaitu dengan cara klik file
lalu pilih open lalu pilih data sampel.

4.10.12 Klik Report lalu view untuk melihat perhitungan berdasatkan ESTD, ISTD atau

yang lainnya.

Mencetak Hasil Data Standar dan Sampel

4111

411.2

Setelah semua data selesai dianalisa, buka report kemudian pilih File lalu Open
pilih Standar report atau Intelligent Report pilih template. Klik template yang
diinginkan.

Jika menggunakan template Intelligent Report, maka diperlukan mengisi beberapa
data, yaitu nomor bets produk, nomor kolom, nomor kontrol standar, faktor
standar, nomor timbangan, bobot penimbangan standar dan bobot penimbangan
sampel yang digunakan dalam perhitungan.

@3 HPLC 07 (Agitent 1260 Infinity I) (Offfine) _ Method: ¥ o ) st_ T | o

PENETAPAN KADAR
Nama Sempet: Acetylcysteine No. Bets C08-2003003
Tanggal Pengujian: 3202020 9'58:02 AM Anails : Rurl Rizkl Pangestu (Rurf)
Instrument : HPLC 07 (Aglient 1260 infinfty ) Kolom : c18-02
No. Timbangan : 2 No. Standar: 20,048 C06
Method : c mat

ws 2020.151 | Acstyicysteine ws 2020.rst
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Yo P

24 26 28 10 32 34

Ton )

Bobot
Nama Fite Vial |m) | Nama Sempel | RT Area | Standar | Asy |Pistes

)
VRN oy 2000128t | 500y |+ | acondovascine | 385 | 18573270 | a0 164 | 3087
-~ nameseeiet Actyleyuion | 38¢ | 18813888 | a1 | tss | ane
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Win 384 | 1839124e 152 | 3064 |

Max 189 1 1.55 3116
Toerage 356 Tee | 0%
A%0 [ 075 | o8

User: Marza Yenni (Marza) Project Acetyl Systein

cla=E

f of1
A estrepottenplate - Preview report |
DS Nicysieine 2005N12.%t | pia1 Acetyicyseine | 185 | 18487747 | 401 155 | 2
WEsetoysteine 2005123t [ g1a1 [ 1| Acetvloystmine | 367 | 1a22081 | 01 | 152 | 08
‘"fst'i‘“*‘ cysieine 20050128t | (103 | 1 | Acetyicysteine | 289 | 183m2e¢ | 01 153 | e
W T EHES
Hax 389 | eran 155 | 316
Toange 386 _| 18477506 N
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|
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0 /
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© i; \
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i |1
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o 62 a4 68 8 10 t3 14 18 18 20 3% I8 30 37 34 38 38 40 42 44 4s 48 80
T e
Bobot
Nama Kadar Plate
Nama File viat |inj sampel RT | Area S;!"l:'np)'l Pengkali | Pembag [ ) Asy s
R | Pra2 | 1 | Acetvioystsine | 351 |1esasas | 2500 | RIS |38 | 037 | 133 | 3015
DEriersene-20] 2101 | 1 | Aceticystene | 392 [1os00896 | 2510 IS |SREEL | g0 | 1ev | 3008
Cip Pon EEINRE ‘ S
Max 197 186394 037 | 158 | 1018
Roernge | 1% [TIET0 008 | 52 | 3N
RSO a2 on 512 _|0el |0t
5] Result Sequ
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4.11.3 Untuk menampilkan identitas data pada peak dapat dilakukan dengan cara klik 2
kali pada kromatogram lalu atur axis setup, Annotation, Appearance. Setelah
selesai klik Apply dan OK. Kemudian simpan template tersebut klik file pilih save
as lalu pilih Standar Report beri nama template tersebut.

% » PR ste\BAR) Lrep)

0« "/0% 38R 23 EOD

e e e e ] -

| UHPLC REPORT

| Data File:

(Deta Filsnpee)
| Method: Dyta Disoiusi i
| Acguired &2R2013 208 28 AM (GMT <0700}
| Pri S2M2013 955349 AM (GMT -0700)

| Printed:

User: SYSTEM (SYSTEM) Project: saibatamol

e

'

4.11.4 Setelah selesai hasil dapat diprint dengan cara klik Report lalu Print lalu From
template pilih template yang telah dibuat tadi lalu klik OK.

(=] Sequence
Wiy Reports

& controt

= Views

(B3 LC Indofarma 1260 (Offiine)  Method: untitied.met _ Data: (None)

L 1: VWD Signal A, 250 nm Sl

Sequence: - [CAData Bahan Baku\Carbamazepin\Tempiate\Baru.repj
. B ™ & L=
[Times NewRoman  ~| 10 =] B -~ U < S &S == = =@ 0O [~
| S—— " e e " e e I

UHPLC REPORT

2

400000

4 S
Trace 1 Details

£
¥ 200000
Trace:

Scale to
¥ min:
Units

HXoffset

Data source

[CumentDate)

[Chenneia

[ER—

T Xscele

[so3ze

[

Y scale I

Hide Details

Annctations l

Feset Scaling |

| SRSUUSSPRSORU " CERS———

0
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Wl Reports
[E contror

BAR seauence >3
Aun 8  Status Fun Type Level Cone Overide | Custom Parameters| Reps | Visl | Voume | Sample Prep
0 o T

=
D
2
B
]
»
<
5
i

«f | >

4.12 Mematikan HPLC

4.12.1

4122
4123

4124

4125
4126
4127

4128

4129
4.12.10
41211

Pustaka
Buku panduan

Setelah selesai analisa, sebelum HPLC dimatikan sebaiknya alat dan kolom dicuci
dengan cara dialiri dengan air dan Methanol / Acetonitril selama lebih kurang 15
menit untuk kolom yang panjangnya 5 cm. Dan lebih kurang 45 menit untuk kolom
yang panjangnya 15 cm, dengan flow 1 ml / menit.

Turunkan flow sampai dengan 0.0 ml/ menit secara bertahap.

Pindahkan selang pompa ke botol yang berisi air dan campuran Methanol /
Acetonitril buka Purge Valve dengan memutarnya kekiri, nyalakan pompa dengan
cara klik kanan pada binary pump lalu pilih Method, klik pada tulisan flow, naikkan
secara bertahap (0.00; 0.10; 0.25; 0.50; 0.75; 1.00; 1.25; 1.50; 1.75; 2.00 ml/min).

Biarkan mengalir selama lebih kurang 5 menit, kemudian turunkan flow sampai
0.0, kemudian tutup kembali Purge Valve.

Naikkan flow secara bertahap hingga tercapai flow 1.0 ml / menit
Biarkan alat tesebut dibilas hingga selesai sampai waktu yang ditentukan.

Kemudian setelah selesai klik tombol OFF pada tampilan Instrument status,
semua modul alat akan mati, kemudian tutup program EzChrom Elite.

Matikan semua tombol alat dengan cara menekan tombol power pada kiri bawah
HPLC.

Matikan (Shut Down) komputer dan monitor.
Keluarkan semua vial yang terdapat dalam tray kemudian cuci hingga bersih.

Bersihkan dan rapikan alat, catat semua kegiatan pemakaian alat dalam buku
Catatan Harian Pemakaian Alat HPLC Agilent 6.

penggunaan Alat HPLC Agilent 1260 Infinity.

20
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7

8

9

10

Catatan Perubahan

Revisi Berlaku

Perubahan

02 01 OKT 2019

1. Perubahan pada header dan logo perusahaan.

03

20 JUL 2020

1. Perubahan pada prosedur denga menambahkan no.
4.11.2 "Jika menggunakan template Intelligent Report,
maka diperlukan mengisi beberapa data, yaitu nomor
bets produk, nomor kolom, nomor kontrol standar,
faktor standar, nomor timbangan, bobot penimbangan
standar dan bobot penimbangan sampel yang
digunakan dalam perhitungan.”

Tinjauan Ulang

Distribusi
8.1 Bidang Pengawasan Mutu
8.2 Bidang Pemastian Mutu

Pengesahan

Metode Analisis ini akan ditinjau ulang setiap 2 tahun (atau kurang jika periu) oleh Manajer
Pengawasan Mutu dan Manajer Pemastian Mutu.

Keterangan

Jabatan

Kode
Bidang

Tanggal

Disusun oleh

Supervisor Pengujian Bahan Awal
dan Bahan Kemas

AM

18 0\ 2020

Diperiksa oleh

Asman Pengujian Bahan Awal dan
Produk

AM

1§ IV 20920

Disetujui oleh

Manajer Pengawasan Mutu

PM

1S 3n 2020

Manajer Pemastian Mutu

AM

A€ 3o\ 2070

Tinjauan

No.

Tgl.

Peninjau Tinjauan

Tanda
tangan

Rekomendasi

Manajer Pengawasan Mutu

sl n

|

Potap Masin Secva

Manajer Pemastian Mutu

oy (P

-

panh (v,

Manajer Pengawasan Mutu

Manajer Pemastian Mutu




